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Beschreibung 

[0001] Gegenstand der Erflndung sind magnetische Partlkel mrt einer Glasoberflache, Verfahren zur Reinlgung eines 
biologischen Materials, insbesondere von Nukleinsauren unter Verwendung von Glaspartikein in Gegenwart chaotro- 
5 per Saize, Verfahren zur Isolierung dieser biologischen Materialien und Verfahren zur Konzentrierung biologischen 
Materialien und die Uberfuhrung von biologischen Materialien aus Losungen mit hoher Konzentratlon an Salzen in 
Losungen mit niedriger Konzentratlon an Salzen. 

[0002] Manche biologischen Materialien, insbesondere Nukleinsauren, stellen im Hinblick auf ihre Isolierung aus der 
naturlichen Umgebung besondere Anforderungen. Zum einen sind sie oft in sehr geringen Konzentrationen vorhanden 
10 und zum anderen beflnden sie sich oft in Nachbarschaft vieter anderer fester und geloster Substanzen, die ihre Iso- 
lierung, beziehungsweise Bestimmung, beeintrachtigen. 

[0003] In jungerer Zeit hat es daher nicht an Versuchen gefehlt, Verfahren und Materialien zur Isolieaing von Nukle- 
insauren aus ihrer naturlichen Umgebung vorzuschlagen. Aus Proc. Natl. Acad. USA 76, 615 - 619 (1979) ist die 
Bindung von Nukleinsauren aus Agarosegelen in Gegenwart von Natriumjodid in gemahlenem Flintglas beschrieben. 
15 [0004] In Anal. Biochem. 121 , 382 - 387 (1982) ist die Reinigung von Plasmid DNA aus Bakterien an Glasstaub in 
Gegenwart von Natriumperchlorat beschrieben. 

[0005] In DE-A 37 34 442 ist die Isolierung von einzelstranglger M 1 3 Phagen-DNA an Glasfaserfiltern durch Ausfal- 
lung der Phagenpartikel mit Hilfe von Essigsaure und Lyse der Phagenpartikel mit Perchlorat beschrieben. Die an die 
Glasfaserfilter gebundenen Nukleinsauren werden nach Waschen mit einem methanolhaitigen Puffer in Tris/EDTA-Puf- 
20 fer elutert. 

[0006] In Anal. Biochem. 1 75, 1 96- 201 (1 988) ist ein ahnllches Verfahren zur Reinigung von DNA aus Lambdapha- 
gen beschrieben. 

[0007] Den bisher genannten Verfahren des Standes derTechnik ist die selektive Bindung von Nukleinsauren an 
Glasoberflachen in chaotropen Salzlosungen gemeinsam, wobei die Nukleinsaure von Verunreinigungen wie Agarose, 
25 Proteinen oder Zelltrummem abgetrennt wird. Zur Separierung der Glaspartikel von den Verunreinigungen wird nach 
dem Stand derTechnikentwederZentrlfugation von Partikein oder Durchsaugen von Flussigkeiten durch Glasfaserfilter 
verwendet. Hierbei handelt es sich jedoch urn einen limitierenden Schritt, der die Verarbeitung groBer Probenzahlen 
stark behindert. 

[0008] In Anal. Biochem. 201 , 1 66 - 1 69 (1 992) bzw. PCT GB 91/00212 ist die Venwendung von Magnetpartikein zur 
30 Immobilisierung von Nukleinsauren nach Ausfallung durch Zugabe von Salz und Ethanol beschrieben. Hierbei findet 
eine Agglutination der Nukleinsauren unter EinschluB der Magnetpartikel statt. Das Agglutinat wird von dem ursprung- 
lichen Losungsmittel durch Aniegen eines Magnetfeldes und Waschen getrennt. Nach einem Waschschritt werden die 
Nukleinsauren in einem Trispuffer geiost. Dieses Verfahren hat jedoch den Nachteil, da3 die Ausfallung nicht selektiv 
fur Nukleinsauren ist, sondern eine Vielzahl von festen und gelosten Stoffe mitagglutiniert werden. So ist es durch 
35 dieses Verfahren nicht moglich, eventuell vorhandene Inhibitoren fur bestimmte enzymatlsche Reaktionen in ausrei- 
chendem MaBe zu entfernen. 

[0009] In US-A-4,233,169 ist ein poroses Glas beschrieben, das Magnetpartikel eingelagert enthalt. 

[0010] In EP 343 934 werden magnetische Partikel und ein Herstellungsverfahren beschrieben, wobei ein magne- 

tischer Kem mit einem Metalloxid. u.a. Siliciumdioxid uberzogen ist. 
40 [0011] In US5,155,018 wird ein Verfahren und ein Kit beschrieben, mit dem RNA aus biologischen Quellen durch 

Bindung an Slliciumdioxid-haftiges Material in Gegenwart von chaotropen Agenzien gereinigt wird. 

[0012] Auf dem Markt befindet sich derzeit auch sogenanntes magnetisches, poroses Glas, welches Magnetpaiti- 

kelchen in einer porosen, partikularen Glasmatrix enthatt, und wobei die Oberflache von einer streptavidinhaltigen 

Schicht uberzogen ist. Dieses Produkt kann zur Isolierung von biologischen Materialien, zum Beispiel Proteinen oder 
45 Nukleinsauren verwendet werden, wenn diese in einem aufwendigen Vorbereltungsschritt so modifizlert werden, daB 

diese kovalent an Biotin gebunden sind. 

[0013] Aufgabe der Erfindung war es, bessere Materialien zur Immobilisierung von biologischen Materialien und ein 
einfaches und fur die Routine-Diagnostik geeignetes Verfahren zur Isotierung von biologischen Materialien, insbeson- 
dere Nukleinsauren, bereltzustellen. 

50 [001 4] Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel mit einer auBeren Glasoberflache, die im wesentlichen 
porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger als 10 nm aufwelst wobei das Glas Boroxid enthalt. Ein 
welterer Gegenstand sind ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache, Verfahren zur Isolierung biologlscher 
Materialien, insbesondere von Nukleinsauren, sowie Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel. 
[0015] Als Partikel bezeichnet der Fachmann teste Materialien mit einem geringen Durchmesser. Manchmal be- 

55 zeichnet man solche Partikel auch als Pigmente. Im Sinne der vorliegenden Erfindung sind besonders Partikel geeignet, 
die eine durchschnittliche KorngroBe von weniger als 100 jim haben. Besonders bevorzugt weisen sie eine durch- 
schnittliche KorngroBe von zwischen 10 und 60 |im auf. Bevorzugt ist die KorngroBenverteilung relativ homogen, ins- 
besondere liegen nahezu keine Teilchen < 10p.m oder >60\vm vor. 
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[0016] Als magnetlsch werden Materlalien bezeichnet, die durch einen Magnet angezogen werden konnen, d. h. 
beispielswelse ferromagnetlsche oder superparamagnetlsche Materlalien. Als magnetjsch werden auch Materlalien 
verstanden, die als welch magnetische Materialien bezeichnet werden, z. B. Ferrlte. Besonders bevorzugt \m SInne 
der Erfindung sind ferromagnetlsche Materialien, insbesondere wenn sle noch nicht vornnagnetislert wurden. Unter 
5 Vomnagnetislerung 1st in diesem Zusannmenhang das Inkontaktbringen mit einem Magneten zu verstehen, wodun:h 
die Remanenz erhoht wird. Besonders bevorzugt sind ferromagnetlsche Materlatlen, wie z. B. Magnetit (Fe304) Oder 
FeaOg. 

[0017] Unter einer auBeren Oberftache eines Partikels wird die zusammenhangende Oberflache verstanden, von 
der in Richtung auf die Umgebung des Partikels Senkrechte gebildet werden konnen, die dasselbe Partlket nicht noch 
10 einmal schneiden. 

[0018] Unter eine Pore wird eine Ausnehmung in der auBeren Oberflache des Partikels verstanden, bei denen die 
Oberflache soweit in das Partikei hineinreicht, daB eine in der Ausnehmung auf der Oberftache geblldete gedachte 
Senkrechte in Richtung auf die nachstllegende Umgebung des Partikels das Partikei mindestens imal schneldet. 
Poren reichen auBerdem tiefer als ein Radius der Pore in das Partikei hinein. 
15 [0019] Unter einem Glas Im Sinne der voriiegenden Erfindung wird eIn siliciumhaltiges amorphes Material verstan- 
den. Das Glas kann weitere Materialien enthaltenen, z. B. 





B2O3 


(0 - 30 %), 




AI2O3 


(0 - 20 %), 


20 


CaO 


(0-20%), 




BaO 


(0-10%), 




K2O 


(0 - 20 %), 




N2O 


(0 - 20 %). 




MgO 


(0-18%), 


25 


PbgOa 


(0-16%). 



[0020] In geringerem Umfang von 0 - 5 % konnen auch eine Vielzahl anderer Oxide, wie z. B. Mn203, Ti02, AS2O3, 
Fe203, CuO, CoO usw. enthalten sein. Als besonders wirksam haben sich Oberflachen einer Zusammensetzung von 
Borsilikatglas, Fllntglas Oder Silica enwiesen. Unter dem Geslchtspunkt der Ausbeute an Nukleinsauren besonders 
30 bevorzugte Borsillkatgiaser haben einen Boroxidgehalt von mehr als 25 %; als besonders wertvoti wurde ein Glas der 
Zusammensetzung Si02/B203 70/30 eri<annt. Besonders bevorzugt im SInne der Erfindung sind Glaser, die durch den 
sogenannten Gel-SolprozeB und anschlieBendes Trocknen und Verdichten der gebildeten Schicht gebildet werden. 
DIeser ProzeB 1st In seinen Grundzugen bekannt und wurde z. B. in C.J. Brinker, G.W. Scherer "Sol Gel science - The 
physics and chemistry of Sol Gel Processing", Academic Press Inc. 1990 und Sol-Gel Optics, Processing and Appli- 
es cations Lisa 0. Klein Ed. Kluwer Academic Publishers 1994, Seite 450 ff. sowie in DE-A-1941191, DE-A-371 9339, 
DE-A-41 17041 und DE-A-4217432 beschrieben. Er wurde allerdings bisher noch nicht fur magnetische Partikei be- 
schrieben. DaB hiermit magnetische Partikei erzeugt werden konnen, die bei der Isolierung von biologischen Materia- 
lien, insbesondere Nukleinsauren, ganz uberraschende Etgenschaften haben, war nicht zu enn/arten. Im Gel-Sol-Pro- 
zeB werden Atkoxide von netzwerksblldenden Komponenten, z. B. Si02, B2O3, AI2O3, TIO2, Zr02, Ge02 zusammen 
40 mit Oxiden und Salzen anderer Komponenten, z. B. in alkoholischer Losung, vorgelegt und hydrolysiert. In der Glei- 
chung ist die Herstellung von einem Natriumboroalumtnlumsilikatglas aufgefuhrt. 



NaOH + BiOj + A1(0R)3 + Si(0R)4 

> NaOH + B2O3 + <A1(0H)3> + <Si(0H)4> > 

50 



55 
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(Na20Ba03-Al205SiOi)ata, 



[0021] Durch die Zugabe von Wasser wird der Hydro lyseprozeB der Ausgangskomponenten in Gang gesetzt. Die 
'5 Reaktion verlauft relativ rasch, da die Alkallionen katalytisch auf die Hydrolysegeschwlndlgkeit des Kieselsaureesters 
einwirken. Nach Ablauf der Gelbildung kann das entstehende Gel getrocknet und durch einen thermischen ProzeB zu 
einem Glas verdlchtet werden. 

[0022] Das Mengenverhaltnis Sol/Pigment hat eInen erheblichen EinfluB auf die Ausbeute an erfindungsgemaBen 
magnetischen Pigment. Grenzen sind dadurch gegeben, daB der Pigmentanteil so gering ist, daB eine noch punrip- 
20 und sprtihfahige Masse entsteht. Bei zu geringem Pignnentanteil wlrd der Feinanteil, z, B. von nicht-magnetischem 
Material zu groB und stort. Als inn Hinbtick auf die Pigmentausbeute zweckmaBige Mengenverhaltnisse wurden 10 bis 
25 g Pigment/100 ml Sol gefunden. 

[0023] Die Aufschlammung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch eine Duse verspruht und das Aerosol 
auf einer Fallstrecke getrocknet. Die Diise wird bevorzugt geheizt, um die Trocknung der Aufschlammung zu beschleu- 

25 nigen. Abhangig von der Geometrie der Diise betragt die Diisentemperatur bevorzugt ca. 1 20 bis 200*'C. EIn Kompro- 
miB wlrd gefunden durch ausrelchende Verdampfungsgeschwindigkeft, jedoch Vemieiden von Verspritzen. 
[0024] ImHInblickauf die Ausbeute ist die Verdichtungstemperaturmoglichst hoch zu wahlen. Ist sie jedoch zu hoch, 
verkleben die Partlkel unterelnander und es bilden sich Agglomerate, die herausgeslebt werden sollten. Die Nachbe- 
handlung unter Luft fuhrt bei zu hohen Temperaturen zu einem Verlust der magnetischen Eigenschaften, weshalb zu 

30 hohe Temperaturen vermieden werden sollten. 

[0025] Unter einer Im wesentllchen porenfreien Oberflache wlrd eine Oberflache verstanden, die zu wenlger als 5 
%, bevorzugt wenlger als 2 %, besonders bevorzugt weniger als 0.1 %, mit Poren der oben stehenden Definition 
durchsetzt ist. Sollten Poren vorhanden sein, so haben diese bevorzugt einen Durchmesser von weniger als 10, be- 
sonders bevorzugt 1 nm. 

35 [0026] Besonders bevorzugt Im Sinne der Erf Indung sind Partlkel, die eInen Kern aus mit TlOg beschlchteten Glimmer 
und darauf immobllislerten Magnetitpartlkein enthalten, wobei der so gebildete Verbundstoff von der Glasschlcht um- 
schlossen ist. Sowohl der Kern als auch die Magnetitpartikel sind kristallin und nicht poros. Die Raume auf der Ober- 
flachedes Glimmers, welche nicht von den Magnetitpartlkein besetzt ist, sind von einer dickerenGlasschichtuberzogen 
als die Spitzen der Magnetitpartikel, so daB sich eine im wesentllchen nicht-porose Glasoberflache ergibt. 

"^0 [0027] Die NIchtporosltat der magnetischen Partlkel bezieht sich nur auf die auBere Oberflache, nicht auf das Innere 
des Partikels, so daB das Partlkel In seinem Inneren poros sein kann, wenn die Oberflache nur von Im wesentllchen 
porenfreiem Glas oder einer Glasoberflache mit Poren eines Durchmessers von weniger als 10 nm umschlossen ist. 
[0028] Uben-aschenderweise sind die erfindungsgemaBen magnetischen Partlkel besonders vortellhaft zur Isolle- 
rung biologischer Materlalien aus Proben geelgnet. Insbesondere werden lange Nukleinsauren sehr wenig oder gar 
nicht zerstort, wenn sle daran immoblllslert werden. Das Material des Kerns Ist daruber hinaus eine naturiiche Res- 
source und somit okologlsch wenig bedenklich. Die Herstellung der erfindungsgemaBen Partlkel ist daruber hinaus 
sehr wenig aufwendig und kostengiinstig. 

[0029] Ebenfalls Gegenstand der Erflndung sind ferromagnetische Partlkel mit einer Glasoberflache. Im Stand der 
Technik sind superparamagnetische Partlkel beschrleben. Es hat sich nun herausgestellt, daB fen-omagnetische Par- 

50 tikel, wenn sie mit einer Glasoberflache uberzogen sind, erhebliche Vorteile bei der Isolierung von biologischen Mate- 
rialien aufweisen. Solange die ferromagnetischen Partikel noch keinem Magnetfeld ausgesetzt waren, sedimentieren 
sle ausschlieBlich unter EinfluB der Schwerkraft. Sie sind durch Schuttein einfach und schnell wieder zu suspendieren. 
Der Vorgang der Abscheldung ohne MagnetfeldeinfluB verlauft dabei bevorzugt langsamer als die Immobllisierung 
biologischer Materlalien an ihrer Oberflache. Dies gilt Insbesondere fur Nukleinsauren. Die ferromagnetischen Partikel 

55 konnen auf einfache Weise mittels eines Magneten an einer bestimmten Stelle der Probenflussigkeit gesammelt wer- 
den, um die Flussigkeit von den Partikein und somit den immobilisierten biologischen Materialien zu trennen. 
[0030] Die Glasoberflache der erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partlkel kann porenfrel sein oder aber Poren 
enthalten. Aus den oben genannten Grunden fur die erfindungsgemaBen magnetischen Partikel ist es bevorzugt, daB 
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die auBere Oberflache auch derferromagnetlschen Partikel im wesentlichen porenfrei ist Oder Poren eines Durchmes- 
sers von weniger als 10 nm aufweist. Auch die erftndungsgemaBen ferromagnetischen Partikel haben bevorzugt eine 
KomgroBe zwischen 1 0 und 60 ^im, besonders bevorzugt 20 und 50 p,m. Besonders bevorzugt sind Partikel, be! denen 
eventuell in der Oberflache vorhandene Poren einen Durchnnesser von weniger als 10, besonders bevorzugt 1 nm 
5 haben. EIn Beisplel fur einen erfindungsgennaBen ferromagnetischen Partikel Ist der oben genannte Verbundstoff aus 
Glimmer- und Magnetitpartikein; umschlossen von einer Glasschicht. 

[0031] Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isoiierung von Nukleinsauren durch 

Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Flusslgkelt enhalt, mit den erfindungsgemaBen 
10 magnetischen Partikein oder den erfindungsgemaBen fen'omagnetischen Partikein unter Bedingungen, bei denen 

das biologische Material an die Partlkeloberflache bindet, und 



Abtrennung des biologischen Materials von der Fliissigkeit. 



15 [0032] Unter biologischen Materialien werden Materialien auf partikularer Oder molekularer Basis verstanden. Hierzu 
gehoren insbesondere Zellen, z. B. Viren und Bakterien aber auch humane und tierische isolierte Zellen, wie Leuko- 
zyten, sowie immunologisch aktive niederund hochmolekulare chemische Verbindungen, wie Haptene, Antigene, An- 
tikdrper und Nukleinsauren. Besonders bevorzugt sind Nukleinsauren, z. B. DNA oder RNA. 
[0033] Proben im Slnne der Erfindung sind beispielsweise klinische Proben, wie Blut, Serum, Mundspulflussigkeit, 

20 Urin, Zerebralflussigkeit, Sputum, Stuhl, Punktate und Knochenmarkproben. Die Probe kann auch aus dem Bereich 
der Umweltanalytik, der Lebensmittelanatytik oder der motekularblologischen Forschung, z. B. aus Bakterienkulturen, 
Phagenlysaten und Produkten von Ampliflkationsverfahren, z. B. PGR, stammen. 

[0034] ErfindungsgemaB haben die magnetischen Partikel einen inneren Kem, auf den die auBere Glasoberflache 
aufgebracht ist. Bei dem Kem kann es sich um einen Verbundstoff, jedoch auch um einfache Elsenkerne handeln. Der 
25 Kem kann auch aus einer kristallinen oder keramischen oder glasartigen Struktur bestehen, in die Eisenoxid eingelagert 
ist. 

[0035] Mit dem geschllderten Verfahren kann natives oder modifiziertes biologisches Material isoliert werden. Unter 
nativem biologischem Material wird Material verstanden, dessen Struktur gegenuber den naturlich vorkommenden 
biologischen Materialien nicht in-eversibel verandert wurde. Dies schlieBt jedoch nicht die Modifizierung anderer Be- 

30 standteile der Probe aus. Sollen beispielsweise Zellen isoliert werden, so kann zwardas die Zellen umgebende Medium 
modifiziert sein, nicht jedoch die Zellen als solche. Sollen Nukleinsauren isoliert werden, so sollen auch diese in der 
nativen Form, d h. nicht denaturiert, geschnitten oder durch AnkoppelungreaktiverGruppen modifiziert sein. Der Begriff 
natives biologisches Material umfaBt daher insbesondere blotinylierte Nukleinsauren nicht. Beispiele fur native biolo- 
gische Materialien sind Phagen-DNA oder zellulare Nukleinsauren aus Blut. 

35 [0036] Modifizierte biologische Materialien umfassen Materialien, die nicht in der Natur vorkommen, z. B. Nuklein- 
sauren, die durch Anheftung reaktlver, nachweisbarer oder zur Immobillsierung befahigenden Gruppen modifiziert 
sind, z. B. blotinylierte Nukleinsauren. 

[0037] In bestimmten Fallen kann die Probe ohne Vorbehandlung in das erfindungsgemaBe Isolierungsverfahren 
eingesetzt werden. In vielen Fallen sollte die Probe jedoch durch eine geeignete Methode a ufgesch lessen und das In 

40 der Probe enthaltende biologische Material freigesetzt werden. Verfahren zum AufschluB von Proben sind dem Fach- 
mann bekannt und konnen chemischer, enzymatischer oder physikalischer Natur sein. Auch eine Kombtnatlon dieser 
Verfahren ist moglich. Belspielhaft genannt sei Lyse durch Ultraschall, Hochdruck oder durch Scherung, durch Alkali, 
Detergenzien oderchaotrope Salzlosungen, oder durch Einwirkung von Proteinasen oder Lipasen. Speziell im Hinblick 
auf die AufschiuBverfahren zum Erhalt von Nukleinsauren wird auf Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory 

45 Manual, 2nd Addition, Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, NY und Ausubel et al.: Current 
Protocols in Molecular Biology 1987, J. Viley and Sons, NY, verwiesen. 

[0038] Die Probe kann neben dem zu isolierenden biologischen Material weitere Bestandteile, z. B. Zelltrummer, 
Proteine, Saize und weitere nicht zu isolierende Stoffe in einer Fluissigkeit enthalten. Diese Probe, die bevorzugt das 
biologische Material in nativer Form enthalt, wird unter Bedingungen, bei denen das gewiinschte biologische Material 

50 an die Partlkeloberflache bindet, mit den Partikein in Kontakt gebracht. Die Bedingungen hierfiir hangen von der Art 
des biologischen Materials ab, sind jedoch prinzipiell bekannt. Sie richten sich auch nach der Art der Bindung, uber 
die das biologische Material an die Oberflache gebunden wird. Sollen beispielsweise immunologische Wechsetwir* 
kungen fur die Bindung ausgenutzt werden, so mussen Bedingungen gewahit werden, die fur die Bitdung von Immun- 
kompiexen geeignet sind. Fur Nukleinsauren ist im Fall dermodifizierten Nukleinsauren eine Bindung uber die Gruppen 

55 der Nukleinsauren moglich, die die Modifizierung darstellen, z. B. Biotin uberdle Bindung an mit Streptavidin beschich- 
tete Oberflachen. Insbesondere bei Nukleinsauren ist jedoch der Fail der direkten Bindung von Nukleinsauren an Glas 
bevorzugt, unter anderem deshalb, well sich eine Modifizierung der Nukleinsauren erubrigt und schon native Nukle- 
insauren gebunden werden konnen. Die Bindung nativer Nukleinsauren an Glaspartlkel kann analog zu Verfahren des 
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Standes der Technik erfolgen. Bevorzugt erfolgt sie in Gegenwart chaotroper Saize, wobel die Konzentratlon dieser 
Saize zwischen 2 und 8 mol/l betragt, bevorzugt 4 bis 6 mol/l. Bei chaotropen Salzen handelt es sich z. B. urn Natri- 
umjodit, Natrlumperchlorat, Guanidininiumtliiocyanat, Guanidiniumisothtocyanat Oder Guanldiniumhydrochlorit, ist je- 
doch nicht auf diese Verblndungen beschrankt. 

5 [0039] Zum Inkonlaktbringen der Probe mit den Partikein wird die Probe mit den Partikein vermischt und fur eine fur 
die Bindung ausrelchende Zelt inkubiert. Die Lange der Inkubation ist dem Fachmann in der Rege! aus der Beliandlung 
mit nicht-magnetischen Partikein bekannt, eine Optimlerung ist durch Durchfuhrung einer Bestimmung der IVIenge an 
Immobilislertem biotogischem Material an der Oberflache zu verschiedenen Zeltpunkten moglich. 
Fur Nukleinsauren konnen Inkubationszeiten zwischen 10 Sekunden und 30 IVIinuten zweckmaBig sein. 

10 [0040] Je nach GroBe und Art der magnetischen Partikel findet schon wahrend der Inkubationszeit eine Separation 
der Partikel von der Fliissigkeit statt oder erhait sich die Suspension iiber langere Zelt. Wenn die Partikel eine sehr 
klelne KorngroBe aufweisen und superparamagnetisch sind, erhalt sich die Suspension uber einen langeren Zeitraum. 
Handelt es sich urn Partikel mit einer groBeren KorngroBe, so findet berelts wahrend der Inkubation eine tangsame 
Separation der Partikel von der Fliissigkeit statt. Insbesondere wenn es sich um ferromagnetische Partikel handelt, 

15 bilden sich solche Aggregate. Fur den bevorzugten Fall, daB die ferromagnetischen Partikel nicht vomnagnetlslert sind, 
ist eine besonders schonende Separation gewahrlelstet. 

[0041] Die Immobillsierung findet bevorzugt nicht durch Ausfallung durch Erniedrlgung der Loslichkeit der zu immo* 
bllislerten Materialien statt. Stattdessen beruht die Immobillsierung auf blospezifischen Wechselwlrkungen (Fang-Mo- 
lekule) Oder Adsorption. Dies vermeidet weitgehend unspezifische Einschlusse von Verunreinigungen. 

20 [0042] Nach der Inkubation erfolgt die Abtrennung des biologlschen Materials von der Flussigkelt. Dies wird allge- 
mein durch die Separation des an die magnetischen Partikel gebundenen Materials mit Hllfe eines Magnetfeldes en*- 
reicht. Belsplelswelse konnen die Magnetpartikel an die Wand des GefaBes, in welchem die Inkubation stattgefunden 
hatte, gezogen werden. Daraufhin kann die Flussigkeit mit den Inhaltsstoffen der Probe, die nicht an die magnetischen 
Partikel gebunden wurden, entfemt werden. Diese Entfernung hangt von der Art des GefaBes ab, in dem die Inkubation 

25 stattgefunden hat. Geelgnete Verfahrensschrrtte sind Abpipettieren oder Absaugen der Flussigkeit. 

[0043] Danach konnen die magnetischen Partikel gewunschtenfalls ein- oder mehnnal mrt einer Waschlosung ge- 
reinigt werden. Die Waschlosung wird so gewahit, daB eine Ablosung des biologtschen Materials von der Partikelober- 
f lache moglichst nicht stattfindet, jedoch nicht zu isolierende Verunreinigungen moglichst gut weggewaschen werden, 
Dieser Waschschritt findet bevorzugt durch Inkubation der Waschlosung mit den Partikein statt, wobei bevorzugt eine 

30 Resuspension der Partikel vorgenommen wird, z. B. durch Schuttein oder AnIegung eines nicht mit dem ersten Ma- 
gnetfeld identlschen Magnetfeldes. Die verunrelnigte Waschlosung wird bevorzugt genauso entfemt wie die Probe in 
dem oben genannten Schritt zur Bindung des biologlschen Materials. 

[0044] Im AnschluB an den letzten Waschschritt kann ein kurzer Trocknungsschritt der magnetischen Partikel im 
Vakuum oder durch Ausdampfen (lassen) der Flussigkeit vorgenommen werden, wobei auch eine Vorisehandlung mit 

55 Aceton moglich ist. 

[0045] Das so gereinigte biologische Material kann, falls gewunscht, von den magnetischen Partikein entfernt wer- 
den. Auch dieser Schritt richtet sich nach der Art der Bindung des biologlschen Materials an die magnetischen Partikel. 
Fur den Fall, daB es sich bei dem biologlschen Material um native Nukleinsauren und bei den magnetischen Partikein 
um glasuberzogene Partikel handelt, kann die Nukleinsaure mitteis eines Elutionspuffers mit niedrlgem Salzgehatt von 
40 den erfindungsgemaBen Partikein entfemt werden. Solche Puffer sind aus DE 3724442 und Analytical Biochemistry 
175, 196-201 (1988) bekannt Als Elutlonspuffer mit niedrigem Salzgehalt werden insbesondere Puffer mit einem Ge- 
halt von weniger ais 0,2 mol/l eingesetzt. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn enthalt der Elutlonspuffer 
Tris. In einer anderen besonderen Ausfuhrungsfonn handelt es sich bei dem Elutlonspuffer um entmineralisiertes Was- 
ser. 

45 [0046] In einer weiteren Ausfuhrungsfonn kann das beschriebene Reinigungs- und Isolierungsverfahren im AnschluB 
an eine immunomagnetische Separation von Zellen {z. B. virale Partikel oder prokariontische bzw. eukariontische 
Zellen) aus einer Korperflussigkeit oder einem Gewebe erfolgen. Hierzu wird die Probe mit magnetischen Partikein, 
an welche ein Antikdrper gegen ein Antigen auf der Zelle immobilisiert ist, z. B. unter Schuttein inkubiert. Solche Partikel 
konnen erf indungsgemaBe Partikel sein, aber auch kaufliche (z. B. MACS Microbeads der Firma Miltenyl Biotec GmbH , 

50 Bergisch Gladbach, BRD). Nach Aniegen eines Magnetfeldes erfolgen ein oder mehrere Waschschritte mit einer salz- 
haltigen Waschlosung. Man erhalt Partikel, an welche die gewunschten Zellen gebunden sind. SchlieBlich werden die 
gebundenen Zellen in einem salzhaltigen Puffer resuspendiert. In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn ist dieser salz- 
hattige Puffer eine chaotrope Salzldsung, so daB die in der Zelle vorhandenen Nukleinsauren aus den Zellen freigesetzt 
werden. 

55 [0047] Durch Kombination der oben beschriebenen tsolierung von Zellen mit der ebenfalls beschriebenen Isolterung 
von Nukleinsauen, bevorzugt in ihrer nativen Fomn, an den erfindungsgemaBen magnetischen Part:ikeln, ergibt sich 
ein besonders vorteilhaftes Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus zellhattigen Proben. Vorteil dieser Aus- 
fuhrungsfonn ist die mogliche Einfachheit (Single-Tube-Methode). hohe Sensitivitat (besonders wichtig in der medizl- 
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nischen Mikrobiologle und Onkologie) und die leichte Automatislerbarkeit. 

[0048] Die als Folge der erfindungsgemaBen Verfahren isoiierten biologischen Materialien konnen nun in beliebiger 
Weise weiter venvendet werden. Beispielsweise konnen sie als Substrat fur verschiedene enzymatische Reaktionen 
venwendet warden. Inn Faile der Nukleinsauren seien als Beispiel die Sequenzierung, die radioaktive oder nicht-radio- 

s aktive Markierung, die Amplifikation einer oder mehrerer In ihr enthaltender Sequenzen, die Transkription, die Hybri- 
dislerung mit markierten Sondennukleinsauren, die Translation oder die Ligation genannt. EIn Vorteil des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens ist, daB die Abtrennung des biologischen Materials von der Riissigkeit sehr einfach ist. Inn Stand 
der Technik wurde zur Separierung von Glaspartikein von Verunrelnlgungen entweder ein Zentrif ugationsschritt ange- 
wandt, Oder im Falle der Bindung des biologischen Materials an Glasfiberfllter die Flussigkeit durch diese Fliissigkelt 

10 gesaugt. HIerbei handelt es sich urn einen limitierenden Schritt, der die Verarbeitung von groBen Probenzahlen be- 
hindert. 

[0049] Mit den erfindungsgennaBen Partiketn ist eine effektivere Abtrennung der biologischen Materialien von Ver- 
unrelnigungen nnoglich. Insbesondere konnen Inhlbltoren fur bestlnnmte enzymatische Reaktionen erfindungsgemaB 
in besonders gutem Unnfang entfernt werden. Die Ausbeute an biologischem Material ist vergleichsweise hoch. Eine 
15 Fraktionierung langer Nukleinsauren wurde nicht beobachtet. Die erfindungsgemaBen Partlkel sind bevorzugt schneller 
magnetisierbar. 

[0050] In Figur 1 ist schematisch eine Isoliemng von Nukleinsauren aus einer zellhaltigen Probe gezeigt. 
[0051] In Figur 2 ist die Auftrennung erfindungsgemaB isotlerter Nukleinsauren in einem Agarosegei gezeigt. 
[0052] In Figur 3 ist die Auftrennung von Reaktionsprodukten nach erfindungsgemaBer Isolierung und PCR-Ampllf i- 
20 kation dargesteltt. 

[0053] In Figur 4 ist ein Gel der Ergebnisse aus Beispiel 4 gezeigt. 

[0054] In Figur 1 ist eine Isolierung von Nukleinsauren aus einer zellhaltigen Probe schematisch dargestellt. Die 
Probe (Specimen), welche Zellen enthalt, wird probenspeziflsch so vorbehandelt, daB die Zellen, in denen die Nukle- 
insauren nachgewiesen werden sollen, in geeigneter Fomn vorliegen. Hierzu gehort z. B. bei Proben, welchen Korper- 

25 flusslgkeiten entnommen wurden, die Zugabe von Reagenzien, z. B. zur Verflussigung von zahflussigen Proben, z. B. 
Speichelproben. Der so vorbereiteten Probe wIrd in einem GefaB ein an eine Festphase, bevorzugt an eine Perle 
(Bead) gebundener Antlkdrper zugegeben, welcher die Zelle erkennen und binden kann. Als geeignete Partner fur 
den Antikorper haben sich beispielsweise Antigene auf der Zelloberflache erwiesen. Die Spezifitat des Antikorpers 
kann sich nach der Spezifitat der zu losenden Analyseaufgabe richten. Wenn es sich bei der Festphase um die Wand 

30 des GefaBes handelt, werden die Zellen direkt an die Wand gebunden. Fur den Fall, daB es sich bei den Festphasen 
um eine Perle handelt, werden diese durch geeignete Separationsmethoden von der Flussigkeit separiert. Dies kann 
beispielsweise durch Filtration geschehen. Im Falle von magnetlschen Perlen ist eine Abtrennung durch Aniegen eines 
Magnetfeldes an die AuBenwand des GefaBes moglich. Die separierten Zellen werden mit einer Flussigkeit gewaschen, 
um Verunreinigungen, welche den Nachweis storen wurden, mit dem die Zellen umgebenden Medium zu entfernen, 

35 Bevorzugt werden Bedingungen eingesetzt, bei denen die Zellen weder von der Festphase gelost noch zerstort werden. 
AnschlieBend findet die Zerstorung der Zellen statt, die sogenannte Lyse. Eine Mdglichkeit ist durch die Behandlung 
der Zellen mit chaotropen Salzen gegeben. Andere Mogllchkeiten sind die Etnwirkung von Proteinasen und Detergen- 
zien. 

[0055] Zu der Lysemischung werden in der bevorzugten Ausfuhrungsfomn die erfindungsgemaBen Partlkel zugege- 
40 ben. Nach einer geeigneten Einwirkungszeit, die (iber die Beladung der Oberflache mit Nukleinsauren optimiert werden 
kann, werden die Partlkel von der sie umgebenden Flussigkeit, die weitere und ntcht nachzuweisendeZellbestandteile 
enthalt, getrennt, Dies geschieht wiederum bevorzugt durch Aniegen eines magnetlschen Feldes mittels eines Ma- 
gneton an der GefaBwand. 

[0056] Um eventuell noch anhaftende Verunreinigungen zu entfernen, wird bevorzugt mit einer Flussigkeit gewa- 
45 schen, die so ausgewahit wird, daB die zu bestimmenden Nukleinsauren sich nicht von der Glasoberflache ablosen. 
Zur Entfemung der Nukleinsauren von der Glasoberflache wird ein sogenannter Elutionspuffer zugegeben, der Rea- 
genzbedingungen aufweist, unter denen sich die Nukleinsauren von der Glasoberflache losen. Dies sind insbesondere 
Nedrigsalzbedingungen. Je nach beabsichtigter Weiterbehandlung der Nukleinsauren kann die Flussigkeit nun von 
den Partikein getrennt und weiterbearbeitet werden. Es ist bevorzugt, diese Abtrennung bei aniiegendem Magnetfeld 
50 vorzunehmen, so daB die Partikel separiert vorliegen. 

[0057] Die folgenden Beispiele eriautem die Erflndung naher. 

Beispiel 1 

55 Herstellung der erfindungsgemaBen magnetlschen Partlkel 

[0058] Es wurden 6 verschiedene Sole verwendet. Die Herstellung der Sole wurde nach folgenden Schemata durch- 
gefuhrt: 
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Sol 1 (SiOgiBgOa = 7:3): 

Die Synthase wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Riihren durchgefuhrt. 86,6 ml Tetraethylorthosllicat 
+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 14,1 ml 0,15 MHCI 

5 [0059] Es entsteht ein zweiphaslges Gemisch, welches bel Raumtemperatur solange geruhrt wird, bis es einphasig 
wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 37,8 ml Trimethylborat. 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bel 50 ''C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 14.1 mIO, 15 M HCI 
10 [0060] Sol 2 (Si02:B203 =4:1): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefuhrt. 100,5 ml Tetraethylorthosllicat 
+ 7 mi wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16, 3 ml 0.15 MHCI 

[0061] Es entsteht ein zweiphaslges Gemlsch, welches bei Raumtemperatur solange geruhrt wird, bis es einphasig 
15 wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 25,6 ml Trimethylborat. 

AnschlielBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 ""C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 

+ 16,3 ml 0,15 M HCI 

[0062] Sol 3 (Si02:B203 = 85:15): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefOhrt. 1 07,8 ml Tetraethylorthosllicat 

20 + 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 17.5 ml 0,15iy/IHCI 

[0063] Es entsteht ein zweiphaslges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geruhrt wird, bis es einphasig 
wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 19,4 ml Trimethylborat. 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 ^'C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von + 17,5 ml 0,15 M HCI 
25 [0064] Sol4(Si02:B203 = 4:1;2Mol%P205): 

Die Synthese wurde In einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefuhrt. 1 00,5 ml Tetraethylorthosllicat 
+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3 ml 0,15 MHCI 

[0065] Es entsteht ein zweiphaslges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geruhrt wird, bis es einphasig 
30 wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25, 6 ml Trimethylborat 

AnschliefBend wird das Sol 2 Stunden bel 50 ''C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von + 16,3 ml 0,15 M HCI 
+ 1,63g PgOg 

[0066] Sol 5 (SiOg: B2O3 = 4:1 Mol% AigOg): 
35 Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Riihrem durchgefuhrt. 100,5 mt Tetraethylorthosllicat 
+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3 ml 0, 15 M HCI 

[0067] Es entsteht ein zweiphaslges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geruhrt wird, bis es einphasig 
wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
40 + 25,6 ml Trimethylborat. 

AnschlleBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 ""C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16,3 ml 0.15 MHCI 
+ 3,06 g AICI3 

[0068] Sol 6 (3102:6203 = 4:1 Mol% ZrOg): 
45 Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefuhrt. 1 00,5 ml Tetraethylorthosllicat 
+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3 ml 0,15 M HCI 

[0069] Es entsteht ein zweiphaslges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geruhrt wird, bis es einphasig 
wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 

50 + 25,6 ml Trimethylborat 

+ 5,15 ml Zirkon(IV)-proylat, 70 Gew.% Lsg in 1-Propanol 

AnschlleBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von + 16,3 ml 0,15 M HCI 
[0070] Nach weiteren 2 Stunden bei 50 ""C wurde in jeweils 150 ml der Sole 22,5 g Iriodin 600 (Black Mica) eingeruhrt 
und anschlieBend mil einem Spruhtrockner (Buchi 190, Mini Spray Dryer) beschichtet. Die Dusentemperatur des 
55 Sprtihtrockners betrug 134 °C. 

[0071] Das durch den SpriihtrockenprozeB erhaltene Pulver wurde anschlieBend einerTemperaturbehandlung unter 
Stickstoffatmosphare (90 l/h) unterzogen. Die Aufheizgeschwindigkeit betrug hierbei 1 k/min und die Haltezeit betrug 
2 Stunden bei der Verdichtungstemperatur. Diese Temperatur lag bei der Beschichtung mit Sol 1 bei 750 °C, bet der 
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Beschichtung mit Sot 2 bel 860 ""C und bei den ubrigen Beschlchtungen bel 800 °C. Nach dem SInterprozelB wurde 
der Ofen abgeschaltet und das Pulver auf Raumtemperatur abgekuhlt. Eventuell entstandene Agglomerate wurden 
mit einem 50 ^m Sieb ausgesiebt. 

5 Belspiel 2 

HersteHung von GMP1. GMP2, GMP3 und GMP4 

[0072] GMP1 , GMP2, GMP3 und GMP4 sind Pigmente aus unterschledlichen Herstellungs-Chargen, die aus Sol 1 
10 aus Beispiel 1 in einem ProzeB nach Beispiel 1 unter folgenden Bedingungen erhalten wurden: 



Parameter 


GIVIP1 


GMP2 


GMP3 


GMP4 


Alterung des Sols (h) (30°C) 


36 


36 


36 


36 


Pigmentanteil des Sols (g/1 00 ml) 


5 


15 


8 


20 


Luftstrom der Duse (%} 


100 


100 


100 


100 


Luftdruci< (bar) 


6 


6 


6 


3 


Dusentemperatur (""C) 


135 


120 


130 


143 


Verdlchtungstemperatur (<*C) 


534 


534 


534 


615 


02-Nachbehandlung (1 Stunde) 


(300X) 


(300X) 


300<»C) 


(400°C) 


Ausbeute an Pigment 


niedrig 


lioch 


mrttel 


hoch 


DNA-Ausbeute 


niedrig 


hocii 


hoch 


hoch 



Beispiel 3 

PGR Probenvorbereitung aus humanen Voilblut mit magnetischen Glaspartil<eln 
Isoiierung der Nukleinsaure 

[0073] Von drei Glasmagnetpartikel-Chargen (GMP2 - 4) wurden je ca. 10 mg in Eppendorf ReaktionsgefaBen vor- 
gelegt. Die genauen Einwaagen sind In Tabelle 1 angegeben, es wurden Dreifach-Bestimmungen durchgefuhrt. 
[0074] Zu je 200 ^il aufgetautem Voilblut wurden 40 \i\ Proteinase K (20 mg/ml, hergestellt aus Lyophilisat) pipetiert 
und sofort gemischt. AnschlieBend wurden 200 ^1 Bindepuffer (6 M Guanidin-HCI, 10 mM TrIs-HCI, 10 mM Hamstoff, 
30 % Triton X-100, pH 4,4) zugegeben, gemischt und fur 10 Minuten bei 70**C inkubiert. Nach Zugabe von 200 \Ji\ I- 
Propanol wurde fur 10 Sekunden auf dem Vortex-iy^ischer gemischt, die Probe fur 20 l\/linuten bei Raumtemperatur 
Inkubiert und abemiais fOr 1 0 Sekunden wie vor gemischt. Die Magnetseparation erfoigte fur wenigstens 30 Sekunden 
im Magnetpartikelseparator von Boehringer Mannheim (Id.-Nr. 1 641 794). Der Uberstand wurde abgenommen und 
wie welter unten beschrieben analysiert, 

[0075] Die Magnetpartikel wurden mit jeweils 500 ^1 Wasch-Puffer (20 mlS^ NaCI, 1 0 mM Tris-HCI, pH 7,5 (25'»C), 
80 % Ethanol) durch 10 Sekunden mischen, 1 Minute Inkubation bei Raumtemperatur und 10 Sekunden mischen 
gewaschen und mit dem Magnetpartikelseparator an die GefaBwand gezogen. Der Uberstand wurde abgenommen 
und venworfen. Die Waschprozedur wurde wiederholt bis der Waschuberstand farblos war (insgesamt 4 x Waschen). 
Nun wurden die Nukleinsauren 3 x mit jeweils 200 ^1 aus 70*^0 vorgewarmten Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) 
durch 10 Sekunden mischen, 10 Minuten Inkubation bel Raumtemperatur und 10 Minuten mischen eluiert. 

Aufarbeitung des Uberstandes 

[0076] Der Uberstand nach der 1 . Bindung an die magnetischen Giaspartikel wurde folgendennaBen auf Gehalt an 
Nukleinsauren uberpruft: Der Uberstand wurde In ein Filter-Tube (Boehringer Mannheim, Id.-Nr. 1744003, z.B. enthal- 
ten in High Pure PGR Product Purification Kit) gegeben und fur 1 Minute bei 8000 rpm in einer Eppendorf Tischzen- 
trifuge zentrifugiert. Der Durchlauf wird verworfen und das Filter-Tube 2 x mit 500 \i\ Wasch-Puffer gewaschen (Zen- 
trlfugation wie vor). Das Filter-Tube wird kurz trocken zentrifugiert und dann mit 2 x 200 |il auf 70*C vorgewannten 1 
X Elutionspuffer durch erneute Zentrifugation eluiert. 
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Analyse der Eiuate und des Probenuberstandes 

[0077] 50 fil der Eiuate bzw. der iiber Filter-Tube aufgearbetteten Uberstande wurden mit 1 0 \i\ Proben-Puffer versetzt 
und davon 45 ^1 in einem 0,8 %igen Agarosegel elektrophoretisch bei 120 V fur 90 Minuten aufgetrennt. 
5 [0078] Verschieden Verdiinnungen der Eiuate bzw. der aufgearbeiteten Uberstande wurden bei 260 und 280 nm in 
einem Uvikon 710 (Kontron) spektroskopisch veimessen. 

[0079] Zwei 5 \l\ Aliquots der Eiuate wurden als Doppelbestimmung durch Expand^" Long Template PGR (Boehringer 
Mannheim, Id.-Nr. 1681834) mit spezifischen Primern fur das menschliche tPA-Gen (erwartete Produktlange 15 kb) 
uberpriift. 

10 



Mixl 


pro Ansatz 


Mix II 


pro Ansatz 


dNTPJe 100 mM 


1^1 


Expand^f^ Puffer, 1 0 x 


5\l\ 


Primer 1 , 200 ng/\i\ 


1^1 


Expand^'*^ Polymerase 


0,75 ^il 


Primer 2, 225 ng/jil 


Ijil 


•^2^' bidest. 


19,25 nl 


*^20» bidest 


17^1 








20^1 




25 



[0080] Mix I wlrd in ein diinnwandiges PCR-Tube vorgelegt mit 5 \i\ Eluat versetzt und Mix II zugegeben. Der Ansatz 
wird kurz gemlscht und mit 30 \l\ Minearalol iiberschichtet. Die AnsStze werden In einem Perkin-Elmer Thermocycter 
9600 mit folgenden Programm amplifizlert: 



2 Minuten 


92''C 




10 Sekunden 


92''C 




30 Sekunden 


65°C 


lOZykien 


12 Minuten 






10 Sekunden 


92°C 




30 Sekunden 


65*^0 


20 Zyklen 


12 Minuten + 


68*»C 




20 Sekunden pro Zyklus 






7 Minuten 


68*»C 




anschiieBend 


7°C 





[0081] Die 50 ^1 PGR Ansatze wurden mit 10 nl Proben-Puffer versetzt und davon 45 \i\ in einem 0,8 %igen Agaro- 
40 segel elektrophoretisch be! 120 V fur 90 Minuten aufgetrennt. 

Ergebnisse 

[0082] 

45 



Tabellel: 



Ausbeute an Nukleinsauren mit magnetlschen Glaspartikein aus 200 \l\ Blut 


Oberstand 1 :8 


1. Eluat 1:8 




260 nm 


280 nm 


Ausbeute 


260/28 
0 


260 nm 


280 nm 


Ausbeute 


260/28 0 




GMP/2 


0,021 


0,013 


1.7 ^ig 


1,6 


0,171 


0,164 


13.7 ^xg 


1.0 




12 mg 1 




















10mg2 


0,045 


0,035 


3,7 Jig 


1,3 


0,137 


0,138 


11,0 ng 


1,0 
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Tabelle 1 : (fortgesetzt) 







Ausbeute an 


Nuklelnsauren mit magnetischen Gtaspartikein aus200p.l Btut 






Uberstand 1 :8 


1. Eluat 1:8 


5 




260 nm 


280 nm 


Ausbeute 


260/28 
0 


260 nm 


280 nm 


Ausbeute 


260/28 0 






9mg3 


0,036 


0.027 


2,9 jxg 


1.3 


0,153 


0.164 


12,2 Jig 


0.9 




10 


GMP/3 
10 mg 1 
10mg2 
10 mg3 


0.050 

0,033 

0.042 


0,042 

0,022 

0.030 


4,0 [ig 

2.6 Jig 
3,4 ng 


1,2 

1,5 
1,4 


0,245 

0,397 

0,278 


0,246 

0,398 

0,282 


19,6 Jig 

31 ,8 Jig 

22,2 Jig 


0,9 

1,0 

0.9 




15 


GMP/4 

10 mg 1 

11 mg2 
10 mg3 


0,065 

0,071 
0.066 


0,056 

0,142 
0,051 


2,4 ^ig 
1,7^9 


1,2 

0,5 
1,3 


0,135 

0,140 
0,130 


0,142 

0,142 
0,130 


11,0 Jig 

11.2 Jig 
10,4 Jig 


1.0 

1.0 
1.0 






2. Eluat 1:8 


3. Eluat 1:4 


20 




260 nm 


280 nm 


Ausbeute 


260/28 
0 


260 nm 


280 nm 


Ausbeute 


260/28 0 


E Eluate 




GMP/2 
1 

2 
3 


0,099 


0,101 


7.9 \ig 


1.0 


0,067 


0,062 


2.3 ^g 


0,9 


23,9 Jig 


25 


0,078 
0,103 


0,076 
0,112 


6.2ng 
8,2 Jig 


1.0 
0,9 


0,041 
fehit 


0,049 


1,6 ^g 


0.8 


18,8 Jig 




GMP/3 
1 

2 
3 


0.147 


0,147 


11,8 Jig 


1,0 


0,084 


0,098 


3,4 Jig 


0.9 


34.8 Jig 


30 


0,256 
0,147 


0,252 
0.143 


20,5 |xg 
11.8 Jig 


1,0 
1,0 


0,042 
0.073 


0,043 
0,093 


1.7^9 
2.9 Jig 


1,0 
0,8 


54,0 Jig 
36,9 Jig 




GMP/4 
1 
2 
3 


0,106 


0,108 


8.5 Jig 


1,0 


0,083 


0,098 


3,3 jtg 


0.8 


22,8 Jig 


35 


0,111 
0,135 


0,114 
0,141 


8,9 Jig 
10,8 Jig 


1.0 
1,0 


0,054 
0.077 


0,063 
0,095 


2,2 Jig 
3,1 ^ig 


0,9 
0.8 


22,3 Jig 
24.3 Jig 



[0083] Die 1 . Eluate waren noch leicht gelb gefarbt und teilweise mit feinen Magnetpartikeln kontaminlert. 
[0084] Die Analyse der Eluate im Agarosegel (FIG. 2) zeigt eine gute Reproduzierbarkeit der Ausbeute. Die Magnet- 
partlkel GMP/2 - 4 zeigen keine signifikanten Unterschiede. In den Etuaten 1 (oben) und 2 (unten) ist etwa die glefche 
^0 Nukleinsaurekonzentration vorzufinden (vom Gel geschatzt). Eluat 3 zelgt nur noch eine geringe Nukleinsaurekonzen- 
tration. In den Uberstanden Ist ebenfalls nur eine geringe Nukleinsaurekonzentration zu beobachten. 
[0085] Die Expand^"^ PGR liefert mit alien Proben. bis auf wenige AusreiBer (Tabelle 2), durchweg gute und spezi- 
fische Ampllfikationsprodukte. Mit den magnetischen Glasbeads lieBen stch aus humanen Blutproben Nuklelnsauren 
isolieren. die in einer anschllef3enden PGR spezifische /Vmplifikate lieferten. 

45 

Tabelle 2. 



so 



Ergebnisse Expand^w PGR 




15 kb Expand™ PGR 


humanes tPA Gen 




1. Eluat 


2. Eluat 


GMP/2 


1 


fehIt 


+ 


+ 




2 








+ 




3 




+ 




fehIt 


GMP/3 


1 


+ 


+ 


+ 


+ 




2 


(+) 


+ 


+ 


+ 
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Tabelle 2. (fortgesetzt) 



Ergebntsse Expand™ PGR 




15 kb Expand™ PGR 


humanes tPA Gen 




1. Eluat 


2. Eluat 




3 




(+) 


+ 


+ 


GMP/4 


1 




+ 


+ 


+ 




2 


-f 


+ 


+ 


(+)* 




3 


+ 


+ 




fehit 


K, BM Kontroll DNA 



* 3. Eluat 



[0086] In FIG. 3 1st ein Gel mit den Reaktlonsprodukten nach PGR-Ampllfikation gezelgt. 
MWM 111 ist ein Molekulargewlchtsmarker (Eluat 1 , oben; Eluat 2, unten). 

Beispiel 4 

BIndung von DNA-L5ngenstandard an magnetische Glaspartlkel 

1 . Vorbereitung der magnetischen Glaspartlkel 

[0087] Von der Glasmagnetcharge GMP4 wurden 12 mg in Eppendorf-ReaktionsgefaBe vorgelegt. 

2. Lyse und Bindung 

[0088] In einem 1 ,5 ml Eppendorf-GefaB mit 12 mg magnetischen Glaspartikein warden 900 ^il Lysis-Puffer (4.6 M 

GuSGN, 45 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 7,3) und 100 \i\ DNA-Probe, in der modellhaft DNA-Langenstandard III von 

Boehringer Mannheim (Katalog-Nr. 528552) eingesetzt wurde, 2 bis 1 0 sec. gemlscht, bis eine homogene Suspension 

entsteht. Die Losung wird 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei alle 5 min gemischt wird. 

[0089] Die Magnetseparation erfogt fur mindestens 15 sec in einem Magnetpartlkelseparator. Der Uberstand wird 

abpipettiert. 

3. Waschen und Trocknen 

[0090] Die magnetischen Glaspartlkel werden zweimal mit Waschpuffer (5.2 M GuSGN, 60 mM Tris, pH 6.5) zweimal 
mit 70% vorgekuhltem Ethanol und einmal mit Aceton gewaschen, indem das Magnetfeld entfernt, 800 p.1 Losung 
zupipettiert, 2 sec gemlscht, 1 min bei RT Inkubiert, das Magnetfeld angelegt und der Uberstand schllelBlich abpipettiert 
wird. 

[0091] Nach Entfernung des Acetons werden die Partikei 1 0 min bei 56 ""C im Heizblock bei offenem Deckel getrock- 
net. 



4. Efution der DNA 

[0092] Die DNA wird mit 4x 50^.1 Elutionspuffer (lOmM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) eluiert, indem 10 min unter 
mehmnaiigem Schiitteln bei 56''G Inkubiert wird und der DNA-haltige Uberstand schlieBlich in ein neues Eppendorf- 
GefaB transferiert wird. 

5. Analyse der Eluate 

[0093] Ein Funftel des Eluatvolumens wurde mit Probenpuffer versetzt und die DNA auf einem 1 %igen Agarosegel 
bei 90 V aufgetrennt. Zur Bestimmung der Recovery wurde eine Verdunnungsreihe von DNA-Langenstandard III auf 
das gleiche Gel aufgetragen, die die in den Proben zu erwartenden DNA-Mengen enthalt. 

[0094] Die quantitative Auswertung erfolgte durch Scannen eines Potaroidphotos des Agarosegels. HIerbei wurde 

die Verdunnungsreihe des Standards als Kalibrator verwendet 

[0095] Die Ausbeute an DNA mit magnetischen Glaspartikein ist in Tabelle 1 dargestellt 
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[0096] Das Agarosegel, das als Grundlage fur die quantitative Auswertung diente, 1st in FIG. 4 dargestellt. Es handelt 
sich urn ein 1%iges Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel. Spur 1 bis 10 entspricht einer Verdunnungsreihe von 
DNA-Langenstandard 111. 1 : 1 ^ig DNA, 2: 200 ng DNA, 3: 175 ng DNA, 4: 150 ng DNA, 5: 125 ng DNA. 6: 100 ng DNA, 
7: 75 ng DNA, 8: 50 ng NDA, 9: 25 ng DNA, 10: 10 ng DNA. 
5 [0097] Spur 11 und 12 entspricht der von den magnetischen Glaspartikein elulerten DNA bei EInsatz von 200 ng 
DNA-Langenstandard. 

SEQUEN2PR0T0K0LL 

10 [0098] 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

15 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 116 

(C) ORT: Mannheim 
(E) LAND: DE 

20 (F) POSTLEITZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 062 1 759 4457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Magnetisches Pigment 
25 (Hi) ANZAHL DER SEQUEN2EN: 2 

(Iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRCDGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

30 (C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0. Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 
55 (1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
40 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstlge Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

45 

(iil) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 



ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGCGC CTTC 34 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 
55 (I) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART Nucleotid 
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(C) STRANGFORM: EInzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nuclelnsaure 

5 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oljgodeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

10 



CCTTCACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC 34 

15 

Patentanspruche 

1 . Magnetische Partikel mit einer auBeren Glasoberflache, die Im wesentlichen porenfrel ist Oder Poren eines Durch- 
20 messers von weniger als 1 0 nm aufwelst, wobel das Glas Boroxid enthalt. 

2. Magnetische Partikel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine durchschnittliche Korngr63e 
von weniger als 1 00 ^im haben. 

25 3. Partikel gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine KorngroBe von zwischen 10 und 60 
\Ln} haben. 

4. Partikel genna3 Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB eventuell in der Oberflache vorhandene Poren 
elnen Durchmesser von weniger ais 1 nm haben. 

30 

5. Partikel gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Partikei einen ferromagnetischen 
Kern haben. 

6. Partikel gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB der Kern Fe203 oder Fe304 umfaBt. 

35 

7. Partikel gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Partikel einen Verbundstoffaus einem Kern 
aus Glimmer und darauf Immobilisierten Magnetitpartikeln enthalten, wobei dieser Verbundstoff von einer Glas- 
schicht umschiossen ist. 

40 8. Partikel gemaB einem der Anspruche 1 bis 7, herstellbar durch 

Bereitstellung eines magnetischen Kernes, 

UmschlieBen des magnetischen Kernes mit einer im wesentlichen porenfreien Glasoberflache durch 

. Abscheidung eines Sols gebiidet aus einer alkoholischen Losung, die Alkoxide netzwerkbildender Kom- 
ponenten enthalt, auf der Oberflache, 

Umwandlung der Solschtcht in eine Gelschrcht mit einem Spruhtrocknungsverfahren und 
das anschlieBende Verdichten des Gels. 

50 9. Partikel gemaB Anspruch 1 , aufgebaut als ein Verbundstoff aus einem Kern aus mit Ti02 beschichteten Glimmer 
und darauf immobilisierten Magnetitpartikeln, wobei der Verbundstoff von der Glasschicht umschiossen ist. 

10. Verfahren zur Isotierung von Nukieinsauren durch 

55 . Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Flussigkeit enthalt, mit Partlkein gemaB 

einem der Anspruche 1 bis 5 unter Bedingungen, bei denen das biologische Material direkt an die Glasober- 
flache bindet, und 
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- Abtrennung des biotogtschen Materials von der Flussigkeit. 

11 . Verfahren gemaB Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, daB die magnetischen Partikel beim Inkontaktbringen 
mit der Probe nicht vormagnetisiert sind. 

12. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren durch 

- Inkontaktbringen einer Probe, welche die Nukleinsaure in nativer Fomn in einer Flussigkeit enthaft, mit ma- 
gnetischen Partlkein mit Glasoberflachen, die im wesentlichen porenfrel ist oder Poren eines Durchmessers 
von weniger als 10 nm aufweist, unter Bedingungen, be! denen die Nukleinsauren in nativer Form direkt an 
die Glasoberflache binden konnen und 

Abtrennung der gebundenen Nukleinsauren von der Flussigkeit. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die magnetischen Partikel beim Inkontaktbringen 
mit der Probe nicht vormagnetisiert sind. 

14. Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel mit einer KorngroBe von weniger als 100 pm durch 

Bereitstellung eines magnetischen Kernes und 

- UmschlieBen des magnetischen Kernes mit einer im wesentlichen porenfreien Glasoberflache durch 

- Abscheidung eines Sols gebildet aus einer alkoholischen Losung, die Alkoxide netzwerkblldender Kompo- 
nenten enthalt, auf der Oberflache, 

- Umwandlung der Solschlcht in eine Gelschicht mit einem Spruhtrocknungsverfahren und 

- das anschlieBende Verdichten des Gels. 

15. Verfahren gemaB einem der Anspruche 10 bis14, dadurch gekennzeichnet, daB das Glas Boroxid enthalt. 

16. Venwendung ferromagnetischer Partikel mit einer auBeren Glasoberflache, die im wesentlichen porenfrei ist oder 
Poren eines Durchmessers von weniger als 10 nm aufweist, zur Isolierung von Nukleinsauren in nativer Fomi. 

17. Venwendung gemaB Anspruch 16, wobei das Glas Boroxid enthalt. 

18. Venvendung von magnetischen Partlkein mit einer auBeren Glasoberflache, wobei das Glas Boroxid enthalt, zur 
Isolierung von Nukleinsauren in nativer Fomn. 

19. Venflfendung von Boroxid als Zusatz in Glasoberflachen zur Erhohung der Bindefahigkeit von Nukleinsauren. 
Claims 

1 . Magnetic particles with an outer glass surface which is substantially pore-free or has pores with a diameter of less 
than 10 nm, wherein the glass contains boron oxide. 

2. Magnetic particles as claimed in claim 1 , characterized In that they have an average particle size of less than 
100 Jim. 

3. Particles as claimed in claim 1 or 2, characterized in that they have a particle size between 1 0 and 60 ^m. 

4. Particles as claimed in claim 1 or 2, characterized in that pores that may be present in the surface have a diameter 
of less than 1 nm. 

5. Particles as claimed in one of the claims 1 to 4, characterized in that the particles have a ferromagnetic core. 
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6. Particles as claimed in claim 5, characterized in that the core comprises Fe203 or Fe304. 

7. Particles as claimed In claim 1 or 2, characterized in that the particles contain a composite material comprising 
a mica core and magnetite particles immobilized thereon, the composite material being enclosed by a glass layer. 

5 

8. Particles as claimed in one of the claims 1 to 7, that can be produced by 

preparing a magnetic core 

surrounding the magnetic core with a substantially pore-free glass surface by 

10 

depositing a sol formed from an alcoholic solution containing alkoxides of network-fonning components 
on the surface, 

converting the sol layer Into a gel layer by means of a spray drying process and 
subsequently compacting the gel. 

15 

9. Particles as claimed in claim 1 composed of a composite material consisting of a core made of mica coated with 
Ti02 and magnetite particles Immobilized thereon wherein the composite material Is enclosed by the glass layer. 

10. Method for isolating nucleb acids by 

20 

contacting a sample which contains the biological material in a liquid with particles as claimed in one of the 
claims 1 to 5 under conditions where the biological material binds directly to the glass surface 
separating the biological material from the liquid. 

25 11. Method as claimed in claim 1 0, characterized in that the magnetic particles are not premagnetized when contacted 
with the sample. 

12. Method for Isolating nucleic acids by 

30 - contacting a sample which contains the nucleic acid in a native iorm in a liquid with magnetic particles having 

glass surfaces which are substantially pore-free or which have pores with a diameter of less than 1 0 nm under 
conditions where the nucleic acids can bind in their native fomn directly to the glass surface and 

separating the bound nucleic acids from the liquid. 

35 

13. Method as claimed in claim 1 2. characterized in that the magnetic particles are not premagnetized during contact 
with the sample. 

14. Process for producing magnetic glass particles having a particle size of less than 100 (im by 

40 

preparing a magnetic core and 

surrounding the magnetic core with a substantially pore-free glass surface by 

- depositing a sol fomried from an alcoholb solution containing alkoxides of network-fomning components on 
the surface, 

converting the sol layer into a gel layer by means of a spray drying process and 
50 - subsequently compacting the gel. 

15. Process as claimed in one of the claims 1 0 to 14, characterized in that the glass contains boron oxide. 

16. Use of ferromagnetic particles having an external glass surface which is substantially pore-free or has pores with 
a diameter of less than 10 nm to Isolate nucleic acids in a native form. 

17. Use as claimed In cialm 16, wherein the glass contains boron oxide. 
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18. Use of magnetic particles having an outer glass surface, wherein the glass contains boron oxide, to Isolate nucleic 

acids in a native form. 

19. Use of boron oxide as an additive in glass surfaces to increase their ability to bind nucleic acids. 

5 

Revendlcations 

1. Particules magnetiques avec une surface exterieure de verre, qui est essentiellement exempte de pores ou qui 
10 pr6sente des pores d'un diamfetre inferieur & 10 nm, dans lesquelles le verre contient de I'oxyde de bore. 

2. Particules magnetiques seton la revendication 1 , caracterisees en ce qu'elles presentent une grosseur de par- 
ticule moyenne inferieure ^ 1 00 urn. 

15 3. Particules selon la revendication 1 ou 2, caracterisees en ce qu'elles presentent une grosseur de particute entre 
10et60 

4. Particules selon la revendication 1 ou 2, caracterisees en ce que las pores ^ventueilement presents k la surface, 
presentent un dlam^tre Inferieur ^ 1 nm. 

20 

5. Particules selon Tune quelconque des revendications 1 k 4, caracterisees en ce que les particules ont un noyau 
ferromagnetlque. 

6. Particules selon la revendication 5, caracterisees en ce que ie noyau comprend du Fe^Os ou du Fe304. 

25 

7. Particules selon la revendication 1 ou 2, caracterisees en ce que les particules contiennent un mat^riau composite 
constitue d'un noyau en mica et de particules de magnetite immobllisees sur celui-cl, dans lesquelles le matdriau 
composite est envelopp6 d'une couche de verre. 

30 8. Particules selon I'une des revendications 1 a 7, pouvant etre fabriquees par : 

preparation d'un noyau magnetique ; 

enveloppement du noyau magnetique avec une surface de verre essentiellement exempte de pores par : 

35 ■ depot d'un sol forme d'une solution alcoollsee qui contient les alcoxydes de composants formant des 

reseaux, sur la surface ; 

■ transfomriatton de la couche de sot en une couche de gel par un precede de sechage par pulverisation, et 

■ densification subsequente du gel 

40 9. Particules selon la revendication 1 , construites comme un materiau composite constitue d'un noyau en mica rev§tu 
de T1O2 et de particules de magnetite Immoblllsees sur celul-cl, dans lesquelles le materiau composite est enve- 
loppe de la couche de verre. 



45 



50 



55 



10. Precede d'isolation d'acides nucieiques par : 

mise en contact d'un echantiilon qui contient la matidre biologique dans un liquide, avec des particules selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 5 dans des conditions telles, que la matiere biologique se lie direc- 
tement a la surface de verre; et 
separation de la matidre biologique du liquide. 

11. Precede selon la revendication 1 0, caracterise en ce que les particules magnetiques ne sent pas premagnetises 
lors de la mise en contact avec I'echantilion. 

12. Precede d'isolation d'acides nucieiques par : 

mise en contact d'un echantiilon, lequel contient I'acide nucleique sous forme native dans un liquide, avec des 
particules magnetiques dont les surfaces de verre sent essentiellement exemptes de pores ou presentent des 
pores d'un diametre inferieur ^ 1 0 nm, dans des conditions telles que les acides nucieiques sous forme native 
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peuvent se lier directement k la surface de verre, et 
separation des acides nucl6jques Ii6s du liquide. 

13. Proced6 seion la revendicatlon 12, caracterise en ce que las partlcules magn^tlques ne sont pas pr6magn§tls§s 
lors de la mise en contact avec rechantillon. 

14. Precede de fabrication de particules de verre magnetiques avec une granulonnetrie inferieure a 100 ^nn par : 

preparation d'un noyau magn6tique, et 

enveloppement du noyau magnetlque avec une surface de verre essentiellement exempte de pores par : 

■ depot d'un sol forme d'une solution alcoolisee qui contient les alcoxydes de composants fomnant des 
r^seaux, sur la surface ; 

■ transformation de ta couche de sol en une couche de gel par un proced6 de sechage par pulverisation, et 

■ densification subs6quente du gel. 

15. Procede selon I'une quelconque des revendications 10 a 14, caracterise en ce que le verre contient de Poxyde 
de bore. 

16. Utilisation de particules ferromagnetiques avec une surface de verre exteheure qui est essentiellement exempte 
de pores ou pr^sente des pores d'un diametre Inferleur a 10 nm, pour I'isolation d'acides nucleiques sous fomie 
native. 

17. Utilisation selon la revendicatlon 1 6, dans laquelle le verre contient de I'oxyde de bore. 

18. Utilisation de particules magnetiques avec une surface de verre ext^rieure, dans laquelle le verre contient de 
Toxyde de bore, pour I'isolation d'acides nucleiques sous forme native. 

19. Utilisation d'oxyde de bore comme additif dans des surfaces de ven^e pour augmenter I'affinite des acides nuclei- 
ques. 
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